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Työ suoritettiin syksyllä 2013 Keskusrikospoliisin Rikosteknisessä laboratoriossa DNA-
osastolla Vantaalla. Työn tavoitteena oli suorittaa uuden Y23 Y-STR-PCR -menetelmän 
käyttöönottoon vaadittavat mittaukset. Lisäksi työ sisälsi uudella Y-kvantitointimenetelmällä 
suoritettavan määritysrajojen selvittämisen Y-PCR -menetelmälle.   
 
Työn näytteet koostuivat miehen DNA:sta valmistetuista laimennossarjoista, naisen ja 
miehen sekoitusnäytteistä sekä kahden miehen sekoitusnäytteistä. Lisäksi uusilla 
menetelmillä analysoitiin jo aiemmin heikkoja tai nollatuloksen antaneita 
rikospaikkanäytteitä. Opinnäytetyön ongelmat kohdattiin näytteen Y-DNA-pitoisuuden 
määrityksessä, jossa miehen DNA:ta mittaava kanava vääristi tuloksia. Ratkaisu löytyi 
konsultoimalla laitteen valmistajaaja, ongelma osattiin korjata tulosten 
analysointivaiheessa. Y23-menetelmän testimittauksien tavoitteina oli selvittää sen kyky 
monistaa heikkoja määriä miehen DNA:ta.  Naisen ja miehen sekoitusnäytteissä pyrittiin 
selvittämään naisen inhiboivaa vaikutusta reaktioon. Kahden miehen sekoitusnäytteiden 
tavoitteena oli selvittää, että onko menetelmä kykenevä erottelemaan kahden henkilön 
tunnisteet.  
 
Tulosten perusteella menetelmä on herkempi kuin käytössä oleva menetelmä ja nais- 
DNA:n vaikutusta reaktioiden toimivuuteen ei heikoimman miespitoisuuden sisältävissä 
näytteissä havaittu. Mies-DNA- sekoitusnäytteissä löydettiin 14 eroavaa aluetta, joiden 
perusteella voitiin todeta menetelmän monistavan molempia. Rikospaikkanäytteistä ei 
yhdestäkään saatu analysoitua täyttä tunnistetta, mutta tulokset osoittivat Y23-
menetelmän olevan herkempi.  
 
Opinnäytetyölle asetettuihin tavoitteisiin päästiin. Menetelmiä aletaan suorittamaan 
vanhojen kanssa rinnan, jotta voidaan varmistua niiden toiminnasta ja jotta saataisiin 
vertailtavaa dataa. Y23-menetelmän osalta täytyy vielä suorittaa populaatiotutkimus, jonka 
avulla voidaan kartoittaa maanlaajuisesti maan eri osien Y-kromosomaaliset genotyypit.   
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DNA Deoksiribonukleiinihappo 
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RTL Rikostekninen laboratorio 
STR Lyhyt toisto jakso (engl. Short tandem repeat) 
Y-DNA Y-kromosomaalinen DNA 
Yfiler Yhdysvaltalaisen Applied Biosystemisin valmistama AmpFISTR® Yfiler® 
PCR Amplification Kit  
Y23 Promegan valmistama PowerPlex® Y23 System Y-STR-PCR-menetelmä 
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1 Johdanto 
Opinnäytetyö suoritettiin Vantaan Jokiniemessä sijaitsevassa Keskusrikospoliisin 
(KRP) Rikosteknisessä laboratoriossa (RTL) DNA-osastolla. Nykyään DNA-tunnisteen 
määrittäminen on keskeisessä osassa rikostutkintaa, jonka avulla voidaan selvittää 
mahdolliset tekijät pienimmistä erittäin vakaviin rikoksiin. Saatua tunnistetta verrataan 
yleensä mukana rikospaikkanäytteiden tulleeseen ja eristettyyn 
henkilövertailunäytteeseen, sekä Suomen ja mahdollisesti laajemmalti kattaviin 
kansainvälisiin rekistereihin.  
Seksuaalirikoksia tapahtuu Suomessa vuosittain noin 2000 kappaletta, joista 
raiskauksia on noin 500-700 kappaletta mikä on uhkaavasti nousussa[1]. Kyseisten 
rikosten näytteet sisältävät yleensä asianomistajan sekä mahdollisen tekijän DNA:ta, 
jonka johdosta tuloksissa on havaittavissa näiden kahden sekoitusta. Tämä vaikeuttaa 
rikoskemistien työtä, joten tulosten selvyyden takia olisi parasta saada erotettua eri 
henkilöiden tunniste. Jos tekijän epäillään olevan miespuolinen henkilö, tämä onnistuu 
määrittämällä tämän Y-kromosomin tyyppi, mitä voidaan käyttää yhtenä todisteena 
sitomaan henkilö rikokseen.  
Työn tavoitteena oli vertailla Promegan PowerPlex® Y23 System Y-STR-PCR 
(Polymerase Chain Reaction)-kittiä käytössä olevaan Applied Biosystemsin 
AmpFISTR® Yfiler® Y-STR-PCR kittiin, jonka avulla voidaan monistaa Y-
kromosomissa sijaitsevaa 17 Y-STR (Short tandem repeat) -aluetta. Erona Yfiler-kittiin 
Y23:n avulla voidaan monistaa tuotteen nimen mukaisesti 23 Y-STR-aluetta ja näin 
yksilöivämpi profiili Y-kromosomaalisesta DNA:sta.  
Lisäksi työn osana oli määrittää määritysrajat jo aiemmin opinnäytetyön aiheena 
olleeseen Qiagen valmistamaan Investigator Quantiplex Hyres –Y-kvantitointikittiin. 
Tästä olisi laboratoriolle huomattavasti hyötyä, tulosten saamisen nopeuttamiseksi 
sekä  laitteiden ylläpidon kannalta. Y23-kittiä ei kuitenkaan voida ottaa käyttöön ilman 
populaatiotutkimusta, jonka avulla voidaan kartoittaa maanlaajuista perimää.  
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2 Teoria 
2.1 DNA-analytiikka  
DNA-tunniste käsitettä alettiin käyttää ensimmäisen kerran vuonna 1985 englantilaisen 
geneetikon tohtori Alec Jeffreysin toimesta. Jeffreys havaitsi tutkimuksissaan tiettyjen 
DNA:ssa esiintyvien alueiden toistuvuuden, joiden avulla voitaisiin eritellä yksilöt 
toisistaan. Nykyään toistojaksot tunnetaan lyhenteellä STR-markkeri (Short tandem 
repeat eli lyhyt toistojakso), jotka koostuvat kahdesta tai useammasta nukleotidista. 
Lyhyet toistojaksot ovat nykyään keskeisessä osassa DNA-tunnisteen määrityksessä ja 
mitä useampia niitä on, niin sitä enemmän yksilöivä tunniste on. [2, s. 4 - 5, 7 - 8.]  
Käytettävä menetelmä on multipleksaus-kykyinen, jos se pystyy monistamaan 
enemmän kuin yhtä aluetta. Kyky saadaan aikaan lisäämällä reaktioon useampia 
alukkeita. Jotta menetelmä toimisi,  alukkeiden täytyvät olla yhteensopivia eli toisin 
sanoen niiden annealing-lämpötilojen täytyy olla lähellä toisiaan. Tärkeä on myös 
komplementaarisuuskyky, jonka avulla voidaan välttää alukkeiden toisiinsa 
kiinnittymistä eli primerdimeerejä. Mitä useampia alukkeita reaktio sisältää, niin sitä 
enemmän se vaatii optimointia, jotta voidaan varmistua sen oikein toimivuudesta.  [3, s. 
81.]  
DNA voidaan määrittää tumallisista soluista, joita on kontaktissa siirtynyt ihmisen iholta 
tai eritteistä. DNA-määrityksiin saapuvat näytteet koostuvat yleisimmin 
tupakantumpeista, veritahroista sekä kosketusnäytteistä eri esineistä tai kohteista 
(esimerkiksi ikkuna tai laatikon avauskahva). Nykyisillä eristysmenetelmillä tunniste 
saadaan määritettyä hyvin. Ihmisen eritteistä (sylki tai sperma) tai verestä tunniste 
saadaan varmemmin, koska ne sisältävät soluja huomattavasti enemmän. Esimerkiksi 
moottorikulkuneuvon käyttövarkaudessa, joka on johtanut onnettomuuteen ja 
turvatyynyn laukeamiseen, saadaan tyynystä näytettä keräämällä ja analysoimalla 
ajajan DNA-tunniste. [3, s 3 – 5.] 
DNA-tunnisteen määrittämisen voi jakaa kolmeen eri luokkaan; biologiaan, 
teknologiaan ja genetiikkaan (kuva 1), joista jokainen on yhtä tärkeä tulosten saannin 
kannalta. Biologia käsittää DNA:n eristyksen eri vaiheet eristyksestä saadun tuotteen 
STR-alueiden PCR-monistukseen. Eristysvaiheen jälkeen seuraa teknologiaa sisältävä 
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tuotteen erittely ja havainnointi esimerkiksi kapillaarielektroforeesi-laitteen (CE) avulla. 
CE-ajojen jälkeen tulosten tulkinnassa saatua tunnistetta verrataan asianomaisen 
vertailunäytteesiin ja tietokannoista löytyviin tunnisteisiin. Yksilöivä tunniste on helposti 
verrattavissa tietokantoihin mutta ns. julkisista kohteista kerätyistä näytteistä, 
esimerkiksi oven kahvat, tuloksena voi olla kahden tai useamman henkilön DNA:ta 
sisältävä sekoitusnäyte. [2, s. 7 - 11.] 
 
Kuva 1 DNA-tunnisteen määrityksen vaiheet [2, s. 8] 
2.2 Seksuaalirikokset ja niiden tutkinta Suomessa 
Seksuaalirikos-nimike rikoslain mukaan kattaa hyvin monta eri rikosnimikettä, joiden 
perusteella henkilö voidaan määrätä vankeuteen. Vuonna 1999 rangaistussäännöksiä 
uusittiin, mikä lisäsi nostettujen syytteiden ja tuomittujen henkilöiden määrää. Lakiin 
lisättiin osa, joka korostaa seksuaalista itsemääräämisoikeutta. Kuvassa 2 on 
esitettynä vuoden 2007 seksuaalirikostilastot. Tilastokuvasta voidaan valitettavasti 
havaita lapsiin kohdistuvan seksuaalisen hyväksikäytön kattavan rikosnimikettä hyvin 
laajasti. [4, s. 81 – 82.] 
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Kuva 2 Poliisin tietoon tulleet seksuaalirikokset vuonna 2007 [4. s. 81] 
Kuten aikaisemmin mainittiin, seksuaalirikoksia tapahtuu Suomessa noin 2000 
kappaletta vuodessa. Vuonna 2006 ilmeni luvun kolminkertaistuminen, joka on 
selitettävissä seksuaalisen hyväksikäytön ja seksuaalipalveluiden ostamisella. Kuvassa 
3 ovat esitettynä vuodesta 1998 vuoteen 2007 asti tilastoidut Suomessa tehdyt 
seksuaalirikokset. [4, s. 83 – 86.] 
 
Kuva 3 Vuosilta 1998 - 2007 tilastoidut seksuaalirikosten määrät [4. s. 82] 
Seksuaalirikosten tutkinta (SETU) Rikosteknisessä laboratoriossa poikkeaa 
tahranäytteistä suoritettavasta eristyksestä monella tapaa; tahranäytteillä lineaarinen 
kulku laboratoriossa (eristys → kvantitointi → monistus → analysointi). Näytemateriaalit 
eivät kuitenkaan poikkea suuresti, sillä ne koostuvat yleensä epiteelisoluja sisältävistä 
pumpulipuikoista ja tekstiileistä (esimerkiksi asianomistajan/epäillyn lakanat). On hyvin 
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yleistä, että näyte sisältää tekijää sekä uhria (epiteelisoluja ja siittiöitä). Nämä kaksi 
komponenttia voidaan erotella differentiaalieristyksellä, jossa naisen epiteeli- ja miehen 
siittiösolut erotellaan eri fraktioihin ja niistä eristetään DNA ja määritetään DNA- 
tunnisteet. Seksuaalirikostutkinnassa suoritetaan myös mahdollisten siittiöiden varalta 
mikroskooppitutkimus, jonka avulla voidaan todeta näytteen sisältävän siemennestettä.  
Tahra-eristyksen tulosten tapaan saatuja tunnisteita voidaan verrata tietokantoihin tai 
saatuihin vertailunäytteisiin. Olennaista tulosten tulkinnassa on erilaisten 
mahdollisuuksien tiedostaminen, sillä aina saatu tunniste ei välttämättä ole tekijän vaan 
DNA voi olla mahdollisesti henkilön tyttö- tai poikaystävän tai on voinut päätyä 
tapahtumapaikalle aivan toista kautta, kuten kosketuksesta tai aerosolimaisesta 
syljestä (esimerkiksi aivastus).  
2.3 qPCR -menetelmä DNA-määrän analysoinnissa 
qPCR eli kvantitatiivinen PCR on menetelmä, jolla voidaan määrittää näytteen 
sisältämä DNA-pitoisuus reaaliajassa seurattavan PCR-ohjelman avulla. Menetelmän 
keskeisessä osassa ovat reaktioissa käytettävät probet eli koettimet, jotka sisältävät 
fluoresoivan leiman. Tämän avulla voidaan nähdä reaktion tapahtuneen ja tuotteen 
monistuneen. [6, s. 169 – 170.] 
Eräs markkinoilla olevista Y-DNA -kvantitointimenetelmistä on Qiagenin valmistama 
Investigator® Quantiplex Hyres kit duo -kvantitointimenetelmä, jolla voidaan määrittää 
samanaikaisesti nopeasti ja tarkasti näytteen sisältämä totaali- ja miesperäinen Y-DNA. 
[7, s. 2.]  
Menetelmän toiminta perustuu Scorpion-alukkeisiin, jotka sisältävät fluoresoivan leiman 
ja hiljentimen. Scorpion-alukkeen toimintaperiaate on esitettynä kuvassa 4. 
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Kuva 4 Scorpion-alukkeiden toimintaperiaate [8, s. 3] 
Scorpion-alukkeet ovat yksijuosteista DNA:ta, johon on kiinnitetty kovalenttisin sidoksin 
leima ja hiljennin. Alukkeen sisältämä DNA on hyvin tunnettu, joten myös sen toiminta 
reaktiossa on tunnettu. Alukkeen nimitys tulee sen toiminnasta monistuessa, 
denaturaation aikana neularakenne aukeaa ja polymeraasin monistuksen jälkeen 
yksijuosteinen DNA sitoutuu syntyneeseen tuotteeseen spesifisesti. Samalla 
fluoresoiva leima ja hiljennin erkanevat vahvistaen havaittavaa säteilyä.  
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Rotor-Gene Q 
Rotor-Gene Q on Investigator Quantiplex Hyres kit-kvantitointikitin tapaan Qiagenin 
valmistama qPCR-laite. Se on yhteensopiva useisiin valmistajan kitteihin, joten se on 
hyvin monipuolinen työkalu DNA-analytiikassa. Laitteen hyviksi puoliksi voidaan 
mainita sen helppokäyttöisyys ja vähäinen kalibroinnin tarve. Koko on myös pieni, joten 
se on helposti liikuteltavissa laboratorion tarpeiden mukaan. [9, s. 2.]  
Laitteella voidaan analysoida usea näyte samaan aikaan, sillä laite hyödyntää vapaasti 
ilmaa kierrättävää näytekiekkoa, johon on kiinnitettynä Qiagility-pipetointirobotilla 
pipetoitu näyterengas (kuva 5). Laitteen toimintaperiaate on esitettynä kuvassa 6. 
DNA-osaston rutiinikäytössä on laitteeseen kiinnitettävä sadan (100) reaktion rengas, 
johon voidaan pipetoida laboratorion automaatiolinjan näytteet. 
 
Kuva 5 Qiagenin Rotor-Disc-näyterengas [10, s. 10.] 
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Kuva 6 Rotor-Gene Q:n toimintaperiaate [11] 
Laiteen ominaisuuksiin kuuluu seitsemän eri aallonpituutta mittaavaa 
analysointikanavaa (sininen, vihreä, keltainen, oranssi, punainen, karmiininpunainen 
(crimson) ja HRM), jotka mahdollistuvat LED-valojen ja suodattimien ansiosta.  Edellä 
mainittujen komponenttien ansiosta reaktioliuoksessa olevien fluoroforien fluoresoivaa 
säteilyä, mikä monistuksen jälkeisestä tuotteesta indikoi DNA:n määrää näytteessä [9, 
s. 4.]. 
Laitteen analysoimat tulokset ovat tulkittavissa valmistajan oman ohjelman avulla, jolla 
voidaan määrittää näytteiden sisältämän DNA:n määrä. Laite määrittää automaattisesti  
treshold-tason, jota voidaan tarvittaessa nostaa tai laskea. Liiallista säätöä ei voi 
hyväksyä, sillä se voi vääristää tuloksia, millä voi olla suurempia vaikutuksia jatko-
analyyseihin.  
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2.4 DNA:n monistus polymeraasiketjureaktiolla  
DNA-eristystuote täytyy ensin monistaa, jotta siitä saataisiin DNA-tunniste. 
Monistaminen onnistuu PCR-menetelmällä, jonka avulla voidaan monistaa useita 
kohteena olevia DNA-alueita.  
Rikostutkimuksissa eristystuotteiden sisältämät DNA-määrät vaihtelevat suuresti, mutta 
yleisimmin syklien määrä on 30 syklin tietämillä (taulukko 1) KRP:n rutiinikäytössä 
olevissa eristystuotteiden monistuksessa käytetään 30 sykliä. Äärimmäisissä 
tapauksissa, missä on syytä olettaa näytteen sisältämän DNA:n vähäistä määrää, 
voidaan syklien määrä nostaa jopa 34:ään. Vaarana tässä tilanteessa on tuotteen 
monistuminen ylivahvaksi, jolloin sitä on liian paljon analysoitavaksi. Ylivahva tuote 
vaikeuttaa tulosten tulkintaa kapillaarielektroforeesiajon jälkeen (ks. 2.4 
Kapillaarielektroforeesi).  [5, s. 57.] 
Taulukko 1 PCR-syklien määrä suhteessa syntyneen tuotteen määrään 
syklit PCR-tuotteen määrä 
1 0 
2 0 
3 2 
4 4 
5 8 
6 16 
7 32 
8 64 
9 128 
10 256 
20 262144 
28 67108864 
30 268435456 
32 1073741824 
34 4294967296 
 
Kun uutta PCR-monistusmenetelmää ollaan ottamassa käyttöön täytyy  vertailla 
kahden (uuden ja vanhan) monistuskykyä monistaa STR-alueita (Työn vertailtavien 
menetelmien monistettavat alueet on esitetty taulukossa 2). Applied Biosystemsin 
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kehittämä AmpFISTR® Yfiler® PCR Amplification Kit on Y-STR-PCR-kitti, jonka avulla 
voidaan monistaa 17 Y-STR-aluetta samalla kertaa, eli kyseessä on siis multiplex-
systeemi. [12, s. 11 – 12.] 
PowerPlex® Y23 System on amerikkalaisen Promega-kittivalmistajan Y-STR-PCR-
tuote, jolla voidaan monistaa miehen Y-kromosomissa sijaitsevien toistuvien STR-
alueiden avulla. Kitin eduksi voidaan todeta kaikkien STR-alueiden sijaitseminen Y-
kromosomin nonrekombinantti-alueella (engl. nonrecombinant of the Y chromosome, 
NRY), jonka vaikutuksesta naisen DNA (ei sisällä Y-kromosomia) ei vaikuta PCR-
tuotteen monistumiseen. Tuotteen nimi viittaa sen kykyihin monistaa ja leimata 
fluoresoivalla leimalla 23 DNA:ssa sijaitsevaa aluetta (taulukko 2). Myös Y23-
menetelmä on  multiplex-kykyinen. [13, s. 2 – 3.] 
Taulukko 2 PCR-menetelmien monistettavat STR-alueet. Yfiler-menetelmällä voidaan monistaa 17 
aluetta, kun taas Y23:lla 23 aluetta [12; 13] 
Yfiler Y23 
DYS456 DYS456 
DYS389I DYS389I 
DYS390 DYS390 
DYS389II DYS389II 
DYS458 DYS458 
DYS19 DYS19 
DYS385a/b DYS385a/b 
DYS393 DYS393 
DYS391 DYS391 
DYS439 DYS439 
DYS635 DYS635 
DYS392 DYS392 
DYS437 DYS437 
DYS438 DYS438 
DYS448 DYS448 
 
DYS576 
 DYS481 
 
DYS570 
 
DYS643 
 
DYS549 
 
DYS533 
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DNA-alueille eli lokuksille annetaan uniikkeja nimiä, jotka perustuvat niiden sijaintiin 
kromosomissa. Esimerkkinä DNA-markkeri D16S539, jossa 
D: DNA 
16: 16. kromosomi 
S:  kerran kopioituva sekvenssi 
539:  539. lokus 16. kromosomissa 
Miespuolisen henkilön DNA:ssa jokaisessa lokuksessa esiintyy kirjain Y, joka ilmaisee 
sen sijaitsevan Y-kromosomissa. [2, s. 26.] 
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2.5 DNA:n erottelu ja analysointi kapillaarielektroforeesilla 
Kapillaarielektroforeesi-menetelmä (CE) on varsin uusi elektroforeeseilla 
suoritettavissa analyyseissa. Menetelmällä voidaan suorittaa nopeita ja selektiivisiä 
erotuksia. Se omaa myös huomattavia etuja verrattuna vanhempaan menetelmää, sillä 
käytettävät nestetilavuudet ovat luokaltaan nanolitrojen (nl) tasolla ja tarvittavien 
liuottimien sekä puskuriliuoksien määrät huomattavasti pienempiä kuin esimerkiksi 
agaroosigeeleillä suoritettavissa analyyseissä. Ajallisesti CE-ajoissa kuluu 
huomattavasti vähemmän aikaa, vain minuutteja.  
Kapillaarielektroforeesin toiminta (kuva 7) perustuu varauksellisten 
partikkeleiden/yhdisteiden (tässä tapauksessa DNA:n) toisistaan poikkeavaan 
liikkumiseen sähkökentässä anodilta katodille päin, minkä johdosta ne tulevat kokonsa 
mukaisessa järjestyksessä ulos kapillaarista. [2, s. 180 – 182; 14, s. 178 – 179.] 
 
Kuva 7 Kapillaarielektroforeesin toimintaperiaate [15] 
Kapillaarielektroforeesissa (kuvassa 8 on esitettynä Applied Biosystemsin 3500xl 
Genetic Analyzer) näyte injektoidaan siirtämällä kapillaari näyteliuosta sisältävään 
kuoppaan. Tässä tilanteessa näytettä siirtyy kapillaariin gravitaation avulla. Toinen tapa 
saada näytettä injektoitumaan kapillaariin on muuttaa painetta detektiopäästä. [14, s. 
181 – 182.] 
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Kuva 8 Applied Biosystemsin valmistama 3500xl Genetic Analyzer [16] 
Detektio tapahtuu fluoresoivien leimojen ja laserin avulla, joiden johdosta tulokset 
saadaan kromatogrammi-muodossa (kuva 9). Piikkien paikat asettuvat reaktiossa 
olevan alleelisen ladderin mukaan, jonka avulla voidaan määrittää yksilöllinen DNA-
tunniste. Tulokset tulkitaan Applied Biosystemsin kehittämällä Genemapper® ID-X-
ohjelmalla, joka nimeää kunkin määritettävänä olevan alleelin. [2, s. 184 – 188.] 
 
Kuva 9 2800M positiivisen kontrollin DNA-tunniste GeneMapper® ID-X-analysoinnin jälkeen. 
Menetelmän käyttämät leimat ylhäältä alas, 1. rivi: Fluorescein, 2. Rivi: JOE, 3. rivi: TMR-ET ja 4. 
rivi: CXR-ET [13]. 
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3 Materiaalit ja menetelmät 
3.1 Näytteet 
Seksuaalirikoksien näytteet koostuvat yleensä pumpulipuikoille kerätyistä näytteistä 
sekä eri vaatekappaleista, joista näytteet leikataan tai kerätään pumpulipuikoille. 
Näytteet yleensä sisältävät suuren osan rikoksen uhria ja pienen määrän rikoksen 
tekijää. Yleensä näytteet kerätään uhrista ja tämän vaatteista sekä myös rikospaikalta. 
Työn testinäytteistä pyrittiin luomaan samankaltaisia kuin oikeassa 
seksuaalirikoksessa. 
Naisen DNA 
Työn alustavina valmisteluina eristettiin henkilökuntaan kuuluvan naishenkilön verestä 
tämän DNA, jota käytettiin naisen ja miehen DNA:ta sisältävissä sekoitusnäytteissä. 
Eristysmenetelmänä käytettiin Promegan Maxwell 16 -menetelmää, jonka toiminta 
perustuu DNA:n sitoutumiseen magneettipartikkeleihin ja niistä eluoimiseen. Laitteella 
voidaan yhdellä eristysajolla eristää 16 näytteen DNA.  Veret jaettiin neljään eri 
tilavuuteen (50,60,80 ja 100 µl), jotta saataisiin mahdollisimman paljon rinnakkaisia 
tuloksia. 
Jokaisen 16 lopputuotteen DNA-pitoisuus määritettiin. Saaduista tuloksista voitiin valita 
kaikista vahvimmat, jotka yhdistettiin yhdeksi näytteeksi. Yhdistenäytteestä valmistettiin 
5 kpl 1:50 -laimennosta. (liite 1).  
2800M Kontrolli DNA 
Laimennossarjoissa sekä naisen ja miehen sekoitusnäytteissä miehen DNA:na työssä 
käytettiin Promegan 2800M-kontrolli-DNA:ta, jonka pitoisuus on 10 ng/µl. Kyseisen 
DNA:n haittapuolena on sen stabiilisuuden laskeminen huomattavasti pitoisuuden 
laskiessa. Tämän johdosta tehtyjä laimennoksia pystyttiin käyttämään vain saman 
päivän aikana ja sen jälkeen hävittämään.  
Laimennossarjaan valmistettiin kahdeksan eri pitoisuutta. Ainoana poikkeuksena 
suunnitelmassa esitettyyn kaavioon oli vahvimman pitoisuuden (2 ng/µl) 
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poisjättäminen, koska sen todettiin olevan liian vahva validoitavan menetelmän 
määritysrajoihin. 2800M-kontrolli laimennettiin ohjeiden mukaisesti TE-4–
puskuriliuokseen (liite 2), jota käytetään myös laboratorion muissa menetelmissä. 
Taulukossa 3 on esitettynä valmistetun laimennossarjan pitoisuudet ja tilavuudet. 
Taulukko 3 Laimennossarja 2800M kontrolli-DNA:sta [18] 
Tube 
Template amount per 
5µl (per reaction) 
Volume of DNA 
Volume of 
TE-4 
DNA 
Concentration 
A 2ng 4 µl of stock tube 96 µl 400 pg/µl 
B 1ng 50 µl of Tube A 50 µl 200 pg/µl 
C 500 pg 50 µl of Tube B 50 µl 100 pg/µl 
D 250 pg 50 µl of Tube C 50 µl 50 pg/µl 
E 125 pg 50 µl of Tube D 50 µl 25 pg/µl 
F 62.5 pg 50 µl of Tube E 50 µl 12.5 pg/µl 
G 31.3 pg 50 µl of Tube F 50 µl 6.25 pg/µl 
H 15.6 pg 50 µl of Tube G 50 µl 3.13 pg/µl 
I 7.8 pg 50 µl of Tube H 50 µl 1.56 pg/µl 
 
Kontrolli DNA 007 
007 kontrolli-DNA toimi toisena miesosapuolena Y23-Y-PCR-kitin mies/mies-näytteiden 
testauksessa, sitä myös käytettiin kontrolli-DNA:na AmpFISTR Yfiler Y-PCR-ajoissa. 
Kontrolli-DNA 007:n pitoisuus on 0,1 ng/µl. 
FTA-henkilökortti 
FTA-paperi on DNA:n säilömisessä käytetty menetelmä, jonka ansiosta tunniste 
voidaan määrittää vuosikymmenenkin jälkeen. Paperi on hyvin imeväistä selluloosa 
pohjaista paperia, johon lisätyt kemikaalit suojaavat DNA:ta ja estävät bakteerien 
kasvua. Paperin etuina ovat kvantitoinnin tarpeettomuus, jonka johdosta näyte voidaan 
suoraan monistaa. Tätä ominaisuutta voidaan pitää myös pienenä haittana, koska 
liiallinen DNA saattaa aiheuttaa ylivahvan näytteen analysoinnissa. [3, s. 103 – 104.]  
FTA-henkilönäytteet valikoitiin aiemmista, jo analysoiduista näytteistä. Näytteiden 
yhteenlaskettu määrä oli 34 kpl.  
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Rikospaikkanäytteet 
Rikospaikkanäytteiksi valikoitiin jo käsitellyistä näytteistä 12 kpl, jotka olivat antaneet 
heikon tunnisteen tai ei tunnistetta. Lisäksi HYres-kvantitointi suoritettiin täysin uusista 
käsittelyssä samaan aikaan olevista näytteistä, jotta saataisiin tuoretta vertailtavaa 
dataa, jota voidaan käyttää hyväksi menetelmän käyttöönotossa. Kvantitointi suoritettiin 
rinnakkain vanhan menetelmän  (Applied Biosystemsin valmistaman Quantifiler® Y 
Human Male DNA Quantification kit) kanssa.  
3.2 qPCR -menetelmä 
Hyres-kvantitoinnit suoritettiin samoista näytelaimennoksista kuin PCR-reaktioissa. 
Pipetointirobotin takia käytettävien liuosten tilavuuden tuli sisältää 20 µl pipetointivara, 
jotta laite kykenee pipetoimaan reaktiot. Sekoitusnäytteissä putkeen yhdistettiin kahta 
eri pitoisuutta sisältävää liuosta (nainen ja mies tai mies ja mies).  
Itse työ suoritettiin käyttäen Qiagenin Qiagility-pipetointirobottia, jonka testauksesta ja 
validoinnista on julkaistu opinnäytetyö [10]. Jotta laite saatiin toimimaan oikealla tavalla, 
täytyi konsultoida laitteen valmistajaa. Jokaisen viikon ensimmäisen ajon aluksi täytyi 
valmistaa standardisuorana käytettävät liuokset. Tämä ominaisuus oli sisällytettynä 
valmistajilta saatuihin ohjelmistoihin. Reaktiotilavuus päätettiin pitää samana kuin 
ohjeissa neuvotaan (20 µl, joka sisältää 2 µl analysoitavaa näytettä), jotka laite pipetoi 
100-kaivoa sisältävälle rotordisc-näyterenkaalle. Jokaisesta paitsi rikospaikkanäytteistä 
suoritettiin 4 rinnakkaismääritystä. Määritykset suoritettiin eri päivinä, johtuen 
näytteiden sisältämästä 2800M-kontrolli-DNA:sta, jonka stabiilisuus laski pitoisuuden 
laskiessa. 
Itse kvantitointi suoritettiin Qiagenin valmistamilla Rotorgene-Q -laitteella, jonka Hyres-
reaktioille laitteella asennettiin sopiva ohjelmisto. Poiketen rutiinikäytössä olevasta 
ohjelmasta (pystytään ainoastaan määrittämään näytteen sisältämä totaali-DNA) , laite 
mittaa ylimääräistä signaalia (red channel), joka ilmoittaa myös näytteen sisältämän 
miehen DNA:n määrän (ng/µl).  
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3.3 PCR-menetelmät 
PowerPlex® Y23 System  
Y23 Y-STR-PCR-reaktiot päätettiin toteuttaa pienemmällä reaktiovolyymilla (14,3 µl) 
ohjeen antamasta tilavuudesta (25 µl) taulukon 4 mukaisesti. Tällä tavalla toteutettuna 
pyrittiin pääsemään yhtä hyviin tuloksiin reagensseja säästämällä. Laimennossarjoista 
ja  sekoitusnäytteistä (nainen/mies ja mies/mies) suoritettiin Y23 -menetelmällä 4 
rikkaismääritystä. 
 
Taulukko 4 Y23 PCR-reaktioliuoksen komponentit ja määrät 
Mixin komponentti 
muutettu 
tilavuus/reaktio 
Alkuperäinen 
tilavuus/reaktio 
Water, Amplification 
grade 
täyttö lopputilavuuteen täyttö lopputilavuuteen 
Powerplex Y23 5X Mas-
ter Mix 
2,5 µl 5 µl 
Powerplex Y23 10X 
Primer Pair Mix 
1,25 µl 2,5 µl 
Templaatti DNA 10 µl  maksimissaan 17,5 µl 
Lopputilavuus 14,3 µl 25 µl 
 
Reaktioiden valmistelut aloitettiin valmistamalla reaktioliuos pipetoimalla kaikkia neljää 
komponenttia taulukon 4 mukaisesti Eppendorfin valmistamaan LoBind-putkeen, josta 
liuosta pipetoitiin PCR-levylle. Reaktioliuoksen pipetoinnin jälkeen PCR-levyn kaivoihin 
lisättiin näytettä lopputilavuuden saavuttamiseksi. Pipetointien jälkeen levy suljettiin 
siihen tarkoitetulla foliotarralla. 
 Laimennossarjoista ja kummistakin sekoitusnäytteistä suoritettiin uusinnat, jotta 
saataisiin tarvittava määrä vertailtavaa dataa. Poikkeuksellisesti tämä täytyi suorittaa 
eri päivänä valmistetusta laimennossarjasta (kts. 2800M).  
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PCR-ohjelmat ohjelmoitiin laitteisiin PCR-kitin valmistajan mukaisin ohjein. Taulukossa 
5 esitettynä 30 syklin PCR-ohjelma.  
Taulukko 5 PCR-protokolla Y23-menetelmän rikospaikkanäytteille 
Lämpötila / aika                                                                               Syklit 
96 °C     2 min. 
94 °C     10 s. 
  
                           30 sykliä 
61 °C     1 min. 
72 °C     30 s. 
60 °C     20 min. 
4 °C       ∞ 
 
PCR-ajon jälkeen levyt tuli säilyttää kylmissä olosuhteissa (+4 C tai pakkasessa), 
joiden jälkeen niille suoritettiin kapillaarielektroforeesi ajo.  
FTA-korteista valmistetut reaktiot tuli ajaa ohjeiden ja valmistajan suositusten mukaan;  
26 syklin ajolla, jonka PCR-protokolla on esitettynä taulukossa 6. 
Taulukko 6 PCR-protokolla Y23-menetelmän FTA-korteille 
Lämpötila / aika                                                                               Syklit 
96 °C       2 min. 
94 °C       10 s. 
  
                           26 sykliä 
61 °C       1 min. 
72 °C       30 s. 
60 °C       20 min. 
4 °C         ∞ 
 
AmpFISTR® Yfiler® PCR Amplification   
Yfiler-PCR-menetelmällä suoritetut reaktiot poikkeavat suuresti vertailtavasta Y23-
menetelmästä. Työ aloitettiin valmistamalla reaktioliuos eppendorf-putkeen käyttämällä 
neljää alla olevaa komponenttia (taulukko 7), jonka jälkeen liuosta pipetoitiin PCR-levyn 
kaivoihin 15 µl. Yfiler -reaktioista suoritettiin 2 rinnakkaismääritystä 
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Taulukko 7 Yfiler Y-STR PCR-reaktion komponentit 
Mixin komponentti Tilavuus/reaktio 
AmpFℓSTR Yfiler PCR Reaction Mix 9,2 µl 
AmpFℓSTR Yfiler PCR Primer Set 5,0 µl 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase 0,8 µl 
Templaatti DNA 10 µl  
Lopputilavuus 25 µl 
Laimennossarjoja tehdessä näytteen osuus oli 5 µl, joten reaktioliuokseen lisättiin 5 µl 
PCR-vettä jokaista näytettä kohden, jotta reaktion lopputilavuus oli 25 µl. 
Reaktioliuoksen pipetoinnin jälkeen levylle pipetoitiin näytteet ja levy suljettiin foliolla.  
Vanhan Y-STR-menetelmän PCR-monistus suoritetaan eri laitteella kuin totaali-DNA-
reaktiot (uuden Y23-menetelmän reaktiot monistetaan uudemmilla Eppendorf 
Mastercycler®-laitteilla), mistä johtuen ajo kestää noin kaksi tuntia kauemmin. 
Vertailtavaan kittiin verrattuna se kestää kaksi kertaa kauemmin. Yfiler-Y-STR-
reaktioiden PCR-ohjelma on esitettynä taulukossa 8. 
Taulukko 8 Yfiler Y-STR PCR-protokolla 
Lämpötila / aika                                                                               Syklit 
95 °C       11 min. 
94 °C       1 min. 
                       30 sykliä 61 °C       1 min. 
72 °C       1 min. 
60 °C       80 min. 
10 °C         ∞ 
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3.4 Kapillaarielektroforeesi 
Monistuksessa käytetty PCR-kitti vaikutti käytettävään 
kapillaarielektroforeesilaitteeseen, sillä vertailukohteena olevan Applied Biosystemsin 
Yfiler-reaktiot tuli ajaa vanhemmalla 3130xl-laitteella kun taas testauksessa olevat Y23-
sarjat uudemmalla 3500xl-laitteella.  
PCR-ajojen jälkeen PCR-levyt ajettiin kapillaarielektroforeesien avulla. Ajolevylle 
pipetoitiin aluksi sisäistä standardia (3500 = CC5, 3130 = LIZ500) sisältävää 
formamidia, minkä jälkeen levylle lisättiin monistetut PCR-tuotteet. Esikäsittelyä 
jatkettiin 3 min. denaturaatiolla ja 3 min. jäähdytyksellä. Esikäsittelyt on esitetty 
kuvassa 10.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 10 Kapillaarielektroforeesi-ajoa valmistelevat toimenpiteet 
Sentrifugoi liuokset putken pohjalle ja vorteksoi 15 s. ajan 
(HUOM! reagenssiputkia ei saa sentrifugoida sekoituksen 
jälkeen) 
CC5 Internal Lane Standard 500 Y23 1 µl / reaktio 
Formamidi                  10 µl / reaktio 
Vorteksoi 15 s. ja pipetoi liuosta 11 µl /kaivo 
Monistettua PCR-tuotetta  1 µl / reaktio (tai 1 µl PowerPlex 
Y23 Allelic Ladder Mix –liuosta) 
Septan asetus levyn päälle → Levyn sentrifugointi  
Denaturointi 95 ⁰C 3 min. ajan → jäähdytys 3 min. 
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Y23-sarjoissa käytettiin samoja ajomatriiseja kuin samaan aikaan testauksessa olleilla 
Promegan ESX 16 ja 17. Sarjojen luonnissa Y23:n sarjat tuli luoda LIMS-järjestelmän 
Y-näytetasolla, minkä takia kapillaariajovaiheessa luodut työlistat (engl. sample sheet) 
olivat vanhoille laitteille. Korjaustoimenpide suoritettiin excel-taulukolla, jolla 3130-
työlista voitiin muuttaa vastaamaan uudemman laitteen vaatimuksia. Vanhemmalla 
3130-laitteella työlistat toimivat automaattisesti. Edellä mainittujen toimenpiteiden 
jälkeen ajo pystyttiin suorittamaan.  
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4 Tulokset 
4.1 Investigator Quantiplex Hyres-tulosten tarkastelu  
Investigator Quantiplex Hyres-kittiä käytettiin tässä opinnäytetyössä apuna Y23-
menetelmän määritysrajojen selvittämiseen. Tämä ominaisuus on välttämätön 
laboratorion kannalta, jotta menetelmät saataisiin rutiinikäyttöön ja vanhat voisi jättää 
pois. Hyres-kvantitointimenetelmää käytettiin samoihin näytteisiin, joita käytettiin 
Promegan Y23- ja Applied Biosystemsin Yfiler PCR-reaktioissa.  
Ensimmäisen laimennossarjan kvantitoinissa kohdattiin vastoinkäymisiä laitteistojen 
ohjelmistojen kanssa, sillä pipetointirobotin ohjelmisto oli vanhempi versio, jota 
valmistaja käyttää. Myös Rotor-gene Q-laitteen ohjelmisto ei ollut ajantasalla. Laite 
mittasi tuotteen fluoresenssia suunnitellusti ekstensiovaiheen jälkeen mutta myös 
denaturaation jälkeen, minkä sai aikaan tulosten vääristymisen (kuva 11). Näiden 
tulosten pohjalta laite pystyttiin ohjelmoimaan toimimaan oikein eikä samankaltaisia 
tuloksia myöhemmin tehdyissä sarjoissa esiintynyt.  
 
Kuva 11 Esimerkki ennen korjaustoimenpiteitä suoritetusta (vasemmalla) ja ilman ongelmia 
onnistuneesta (oikealla) DNA:n kvantitoinnista. Syynä kuvassa olevaan tulokseen on fluoresenssin 
mittaaminen denaturoinnin ja ekstension jälkeen. 
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Koska ensimmäinen 2800M-laimennossarja epäonnistui, siitä ei saatu luotettavia 
tuloksia. 2800M -laimennossarja 2: n tulokset on esitetty taulukossa 9.  
Taulukko 9 Laimennossarjan näytteistä kvantitoidut tulokset 
Näytteen teoreettinen Y- 
DNA pitoisuus (ng/µl) 
Saatu Y-DNA pitoisuus 
(ng/µl) 
Keskiarvo 
(ng/µl) 
Keskihajonta 
(ng/µl) 
0,2 0,0931942 0,0948 
 
 
 
0,00712 
 
 
 
0,2 0,1047099 
0,2 0,0877783 
0,2 0,0933955 
0,1 0,0415860 0,0434 
 
 
 
0,00598 
 
 
 
0,1 0,0377993 
0,1 0,0534698 
0,1 0,0407643 
0,05 0,0228768 0,0250 
 
 
 
0,00197 
 
 
 
0,05 0,0259824 
0,05 0,0278096 
0,05 0,0235275 
0,025 0,0139353 0,0130 
 
 
 
0,00123 
 
 
 
0,025 0,0124094 
0,025 0,0142777 
0,025 0,0112007 
0,0125 0,0075307 0,0067 
 
 
 
0,00070 
 
 
 
0,0125 0,0061284 
0,0125 0,0058380 
0,0125 0,0071816 
0,00625 0,0026778 0,0028 
 
 
 
0,00031 
 
 
 
0,00625 0,0032922 
0,00625 0,0024339 
0,00625 0,0027317 
0,00313 0,0024208 0,0020 
 
 
 
0,00038 
 
 
 
0,00313 0,0020044 
0,00313 0,0021663 
0,00313 0,0013785 
0,00156 0,0009693 0,0010 
 
 
 
0,00004 
 
 
 
0,00156 0,0010213 
0,00156 0,0010664 
0,00156 0,0009909 
Quantiplex Hyres-menetelmällä kvantitoiduista laimennossarjan näytteiden tuloksista 
voidaan todeta niiden pitoisuuden putoavan oikeassa suhteessa. Tämä käy ilmi 
paremmin kuvassa 12. Laimennossarjan tulosten valossa huomiota kiinnittää 
menetelmän kyky havaita noin 50 % teoreettisesta pitoisuudesta. Tämä voi olla 
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selitettävissä tekijän pipetointitarkkuudella, jossa voi olla suurta vaihtelua. Myös 
laimennoksen sekoituksessa on voinut olla eroavaisuuksia.  
 
Kuva 12 Toisesta laimennossarjasta suoritetun kvantitoinnin tulokset graafisesti esitettyinä 
Naisen ja miehen DNA:ta sisältäviä näytteitä analysoitiin, jotta voitaisiin nähdä 
menetelmän kyky määrittää miehen DNA, kun reaktiossa on naisen DNA:ta. Erityinen 
huomio kiinnittyi mahdolliseen inhibitioon. Näytteet valmistettiin eri pitoisuuden 
sisältävistä liuoksista, joita sekoitettiin 1:2. Tämän johdosta miehen (kuten myös 
naisen) DNA-pitoisuus putoaa puoleen liuoksen alkuperäisestä. Seikka on tulosten 
tulkinnan kannalta olennainen.  Nainen/mies-näytteiden tulokset kahdesta suoritetuista 
mittauksista on esitettyinä taulukossa 10 ja kuvassa 13. 
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Taulukko 10 Naisen ja miehen DNA:ta sisältävien näytteiden kvantitoidut tulokset 
Sekoitussuhde  
mies-pitoisuus 
(ng/µl) 
saatu Y-DNA pitoisuus (ng/µl) keskiarvo 
(ng/µl) 
keskihajonta 
(ng/µl) 1. 2.  
1:5 0,01 0,0033353 0,005979714 0,0039967 0,001025909 
1:5 0,01 0,0049761 0,00412831     
1:5 0,01 0,0034172 0,00420404     
1:5 0,01 0,0035012 0,002431664     
1:50 0,01 0,0024607 0,001751211 0,0028085 0,000866895 
1:50 0,01 0,0028664 0,003030862     
1:50 0,01 0,0024607 0,004121694     
1:50 0,01 0,0016918 0,004084402     
1:500 0,01 0,0010628 0,001443064 0,0009165 0,000474574 
1:500 0,01 0,0005238 0,000130424     
1:500 0,01 0,0014456 0     
1:500 0,01 0,0008936 0     
1:1000 0,005 0,0000739 0 0,0008443 0,001015415 
1:1000 0,005 0,0028139 0     
1:1000 0,005 0,0004455 0     
1:1000 0,005 0,0001254 0,000762982     
1:0 (0,02 ng/µl) 0,01 0,0035012 0,005273703 0,00463 0,001142992 
1:0 (0,02 ng/µl) 0,01 0,0035873 0,005862588     
1:0 (0,02 ng/µl) 0,01 0,0041934 0,004130518     
1:0 (0,02 ng/µl) 0,01 0,0036712 0,006820235     
1:0 (0,01 ng/µl) 0,005 0,0013947 0,00302277 0,0025889 0,000847071 
1:0 (0,01 ng/µl) 0,005 0,0018730 0,001781429     
1:0 (0,01 ng/µl) 0,005 0,0034212 0,004058282     
1:0 (0,01 ng/µl) 0,005 0,0028139 0,002346101     
 
 
Kuva 13 Naisen ja miehen DNA:ta sisältävien näytteiden tulokset 
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Naisen ja miehen DNA:ta sisältävien näytteiden kvantitointituloksista on selvästi 
havaittavissa nais-DNA:n aiheuttamaa inhibointia. Tämä käy ilmi miehen kannalta 
laimeimmista näytteistä (1:500 ja 1:1000), joita voi verrata puhtaisiin yhden miehen 
DNA:ta sisältäviin 1:0 -näytteisiin. Inhibointia voidaan pitää haitallisena oikeiden 
rikospaikkanäytteiden kannalta, jotka sisältävät suuren määrän naisen DNA:ta, sillä se 
voi hallita reaktiota ja näin ollen miehen DNA ei monistu.  
Kahden miehen sekoitusnäytteitä ei menetelmällä kvantitoitu, sillä niiden ei koettu 
olevan tarpeellisia opinnäytetyön ja laboratorion kannalta.  
Kuten aiemmin mainittua, menetelmällä kvantitoitavat rikospaikkanäytteet valikoituivat 
jo käytössä olevalla menetelmällä saatuihin heikkoihin tuloksiin. Tulokset on esitettyinä 
taulukossa 11.  
Taulukko 11 Rikospaikkanäytteiden kvantitoidut DNA-pitoisuudet 
Näytenumero HYres (ng/ul) 
Quantifiler Y 
(ng/µl) 
1303622501 0 0,0011 
1304024905 0,00065985 0 
1304026201 0 0 
1304026501 0 0 
1303865501 0 0 
1304600301 0 0 
1305432901 0 0 
1305170501 0,198212751 0 
1305464403 0 0 
1300921601 0 0 
 
Rikospaikkanäytteistä saadut tulokset osoittavat sen, että Hyres-menetelmä kykenee 
havaitsemaan heikoista näytteistä miehen DNA:ta. Suurimman tuloksen antoi näyte 
numero 1305170501, jonka Quatifiler Y oli tulkinnut nolla-tulokseksi. Näiden saatujen 
tulosten perusteella näytteet voitiin laimentaa vastaamaan Y23-menetelmän vaatimia 
DNA-pitoisuuksia.  
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4.2 Y23 - ja Yfiler-kittien toiminnan vertailu 
4.2.1 Laimennossarjat 
Laimennossarjojen avulla voitiin määrittää menetelmälle optimaalinen DNA:n 
alkuperäismäärä. Näiden tulosten pohjalta opinnäytetyötä jatkettiin eteenpäin. 
Taulukossa 12 ja kuvassa 14 on Y23-menetelmällä monistettujen näytteiden 
keskiarvojen tulokset. 
Taulukko 12 Y23-laimennossarjojen määritettyjen alueiden keskiarvot, menetelmän enimmäisarvo 
alueille on 23 
Pitoisuus (ng/µl) 1. PCR 2. PCR 
0,2 23 23 
0,1 23 23 
0,05 23 23 
0,025 23 23 
0,0125 23 23 
0,00625 22 21 
0,003125 19 18 
0,00156 14 16 
 
 
Kuva 14 Y23-laimennossarjojen määritettyjen alueiden keskiarvot graafisesti esitettyinä 
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Kuvasta 14 voidaan huomata, että täyden DNA-tunnisteen antaa 0,0125 ng/µl (5 µl:n 
näytetilavuudella totaali –DNA pitoisuus 0,0625 ng). Tämä tulos ylittää huomattavasti 
valmistajan lupaaman herkkyyden, mikä on vähäisen DNA-pitoisuuden sisältävien 
näytteiden analysoinnin kannalta hyvä asia. Täytyy kuitenkin huomioida, että näyte ei 
sisältänyt mahdollisia inhiboivia aineita. Taulukossa 13 ja kuvassa 15 on esitettyinä 
käytössä olevan Y-STR-PCR-kitin tulokset samoilla näytteillä. 
Taulukko 13 Yfiler-laimennossarjojen keskiarvot määritetyt alueet, menetelmän enimmäisarvo on 
17 aluetta 
Pitoisuus (ng/µl) 1. PCR 2. PCR 
0,2 17 17 
0,1 17 17 
0,05 17 17 
0,025 17 17 
0,0125 17 17 
0,00625 14 12 
0,003125 11 12 
0,00156 5 6 
 
 
Kuva 10 Yfiler-laimennossarjojen määritettyjen alueiden tulokset graafisesti esitettyinä 
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Yfiler-menetelmällä monistetuista ja analysoiduista näytteistä voidaan havaita, että 
monistusherkkyys on samaa luokkaa, mutta kuvaajasta on havaittavissa huomattavasti 
suurempi väheneminen tunnistettujen alueiden määrässä. Sama ilmiö jatkuu 
viimeiseen laimennokseen asti.  
Laimennossarjojen perusteella voitiin päätellä reaktioon sopiva DNA:n määrä; 0,05 
ng/µl, jolloin 5 µl näytettä sisältää 250 pg monistettavaa DNA:ta. Opinnäytetyön muissa 
monistusreaktioissa käytettiin samaa DNA-pitoisuutta.  
4.2.2 Sekoitusnäytteet (nainen/mies) 
Naisen ja miehen DNA:ta sisältävillä sekoitusnäytteillä pyrittiin selvittämään 
menetelmän kykyä monistaa miespuolisen henkilön DNA:ta toisen osapuolen läsnä 
ollessa ja sitä miten tämän pitoisuus vaikuttaa monistumiseen. Näytteillä pyrittiin 
havainnollistamaan oikeiden rikospaikkanäytteiden sisältämiä DNA-suhteita. 
Sekoitussuhteina (mies/nainen) käytettiin 1:5, 1:50, 1:500 ja 1:1000 sekä lisäksi 
puhtaita miesnäytteitä (0,1 ng/reaktio ja 0,05 ng/reaktio). 
Laimennossarjojen tulosten perusteella voitiin päätellä reaktioon sopiva DNA-pitoisuus, 
joka ei anna tuloksia ylivahvana. Päätelmä oli 250 pg/reaktio eli 0,05 ng/µl, kun 
näytteen tilavuus reaktiossa oli 5 µl. Reaktioissa monistettujen näytteiden tulokset on 
esitetty taulukossa 14 sekä kuvissa 16 (Y23) ja 17 (Yfiler).   
Taulukko 14 Nainen/mies -sekoitusnäytteiden keskiarvot 
  1. PCR* 2. PCR* 3. PCR** 
1:5 23 23 17 
1:50 23 23 17 
1:500 23 23 17 
1:1000 23 23 16 
2800M  (0,1 
ng/reaktio) 
23 23 17 
2800M (0,05 
ng/reaktio) 
23 23 17 
*Y23 –menetelmällä monistetut näytteet  
** Yfiler –menetelmällä monistetut näytteet 
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Kuva 11 Nainen/mies -sekoitusnäytteiden Y23  tulokset graafisesti esitettyinä. Suurin arvo 
määritettäville alueille on 23. 
Naisen ja miehen DNA:ta sisältävien näytteiden Y23-menetelmän tuloksista voidaan 
todeta naisen DNA:n määrän vaikuttavan äärimmäisen vähän. 1:1000 
sekoitusnäytteessä yhden näytteen tunniste jäi vajaaksi. Tulosta voidaan pitää hyvänä 
seksuaalirikosnäyttelle, jotka yleensä sisältävät suuren määrän naisen DNA:ta 
verrattuna miehen DNA:han.  
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Kuva 17 Nainen/mies -sekoitusnäytteiden Yfiler tulokset graafisesti esitettyinä. Maksimiarvo on 17. 
Yfiler-menetelmällä monistetuissa näytteissä täyden miehen tunnisteen antoivat kaikki 
paitsi 1:1000, mistä voidaan päätellä naisen DNA:n inhiboineen reaktiota. Tätä 
päätelmää tukee myös puhdas 0,05 ng/reaktio miehen DNA:ta, jonka avulla voitiin 
osoittaa saatava tunniste samalla miehen DNA-määrällä.  
Naisen ja miehen DNA:ta sisältävistä näytteistä voidaan todeta Y23 –menetelmän 
monistavan DNA:ta paremmin kuin Yfiler-menetelmän näytteissä, joissa nais-DNA:n 
osuus on suurempi 
4.2.3 Sekoitusnäytteet (mies/mies) 
Kahden miehen DNA:ta sisältävillä näytteillä testattiin, että onko se kykenevä 
monistamaan kahta samankaltaista DNA:ta ja ovatko ne erotettavissa toisistaan. 
Näytteiden sekoitussuhteina käytettiin 1:20, 1:10 ja 1:1, joista kaksi ensimmäistä 
toteutettiin kummankin DNA:n (007 ja 2800M) toimesta. Laimennossarjojen tulosten 
pohjalta tehdyn päätöksen mukaan reaktion totaali DNA-pitoisuutena käytettiin 250 pg. 
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Taulukko 15 Mies/mies -sekoitusnäytteiden tulokset. Sekoitussuhteen perässä suluissa oleva 
numero/kirjainyhdistelmä kuvaa DNA:ta, joka on vahvempi osapuoli sekoituksessa. 
 
1. PCR   2. PCR   
 
 2800M 007   2800M  007 
1:20 (2800M) 23 21 23 20 
1:10 (2800M) 23 23 23 22 
1:1 23 23 23 23 
1:10 (007) 19 23 20 23 
1:20 (007) 18 23 16 23 
 
 
Kuva 18 Mies/mies -sekoitussuhteiden tulokset graafisesti esitettyinä. Näytteet monistettiin Y23-
menetelmää käyttämällä ja maksimiarvo menetelmällä määritettäville alueille on 23. 
Kahden miehen DNA:ta sisältävien näytteiden tuloksista (taulukko 15 ja kuva 18)  
voidaan todeta kummankin osapuolen DNA:n monistuneen. Koska kummankin 
käytetyn DNA:n tunniste oli tiedossa, voitiin niiden perusteella erotella eroavat DNA –
alueet; eroavia alueita 14 kpl (liite 3). Havaintona sarjojen analysoinnissa tehtiin 2800M 
–kontrolli-DNA:n heikompi monistuminen verrattuna 007-kontrolli-DNA:han. 
Mahdollisesti 2800M-kantaliuoksesta (10 ng/µl) valmistetuissa näytteissä DNA-määrät 
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ovat voineet olla toisistaan poikkeavat. 007-DNA:n tuloksissa tätä ei huomata 
mahdollisesti johtuen kantaliuoksen laimeammasta koostumuksesta (0,1 ng/µl).  
Mies/mies-näytteitä ei analysoitu Yfiler-menetelmällä, koska opinnäytetyössä ei koettu 
tarpeelliseksi testata vanhan menetelmän kykyä erotella kahta tunnistetta.  
4.2.4 FTA-henkilönäytteet 
FTA-korteille otetut henkilönäytteet analysoitiin uudella Y23-menetelmällä, jotta 
voitaisiin todeta sen monistavan DNA:ta yhtä hyvin kuin vanha Yfiler-menetelmä. 
Näytteet valikoitiin saman vuoden jo analysoiduista mies-näytteistä. Näytteet 
analysoitiin kahdella eri ajokerralla, joista ensimmäinen toimi optimointina menetelmälle 
(tarvitseeko PCR-ajossa käytettävien syklien määrää nostaa vai laskea). Analysoidut 
tulokset on esitetty taulukossa 16.  
Taulukko 16 FTA-henkilönäytteiden tulokset analysoituna Y23 -menetelmällä. PCR-reaktiot 
suoritettiin eri ajankohtina 
1. PCR 2. PCR 
Näytenumero Leimaantuneet piikit Näytenumero Leimaantuneet piikit 
1 23 19 23 
2 23 20  0 
3 23 21 13 
4 8 22  0 
5 22 23 22 
6 22 24 20 
7 23 25 17 
8 22 26 21 
9 23 27 23 
10 22 28 23 
11 23 29 23 
12 23 30 22 
13  0 31 22 
14 22 32 23 
15 6 33 23 
16 23 34 22 
17 23 35* 0 
18 23 36* 0 
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1. PCR:n tuloksista (kuva 19) voidaan todeta menetelmän kyky monistaa FTA-korteilta 
otetuista näytteistä. Kuitenkin näytteet 4 ja 13 osoittautuivat liian laimeiksi, minkä 
johdosta niistä ei saatu täyttä tunnistetta. Siksi nämä kaksi näytettä päätettiin uusia 
seuraavassa sarjassa. Näyte 13 puolestaan osoittautui liian vahvaksi. Näiden 
poikkeavien näytteiden tulokset voivat johtua syljen epätasaisesta sijoittumisesta 
näytealustalla.  
 
Kuva 19 1. PCR FTA-korttinäytteistä 
 
2. PCR:n tulokset on esitettyinä kuvassa 20, josta on havaittavissa suurempaa 
hajontaa verrattuna ensimmäisen sarjan näytteisiin. Näytteet 20 ja 21 eivät 
monistuneet ollenkaan. Uusittavina näytteinä olleet 35 ja 36 (edellisen sarjan näytteet 4 
ja 13) eivät kumpikaan antaneet tunnistetta. Näyte 35 osoittautui laitteelle liian vahvaksi 
analysoitavaksi ja näyte 36 liian laimeaksi.  Mahdollisesti tähän on syynä aiemmin 
mainittu syljen epätasainen jakautuvuus kortilla.  
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Kuva 20 2. PCR FTA-korttinäytteistä 
 
Kaikkia uudella menetelmällä analysoituja tuloksia verrattiin vanhoihin tunnisteisiin, 
jotta voitiin varmistua tulosten luotettavuudesta. Osalla näytteistä oli havaittavissa 
ainoan heterotsygoottisen alueen (DYS 385 a/b) vajaa monistuminen. Verrattaessa 
vanhoihin tunnisteisiin voitiin todeta tämän olevan normaalia, sillä vanha menetelmä 
sisältää saman monistettavan alueen ja ilmiö toistui.  
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4.2.5 Rikospaikkanäytteet 
Rikospaikkanäytteiksi valikoituivat jo laboratorion eristys- ja määritysmenetelmät 
läpikäyneet näytteet, joista ei Y-STR tunnistetta ollut saatu määritettyä. Näiden 
näytteiden avulla voitiin havainnollistaa Y23-kitin kyky herkempiin tuloksiin.  
Rikospaikkanäytteiden Y-kvantitointitulokset on esitetty Hyres-tulosten osiossa ja 
niiden pohjalta valmistettiin näytteistä tehtävät laimennokset. Rikospaikkanäytteiden 
tulokset on esitetty taulukossa 17 ja kuvassa 21. 
Taulukko 17 Y23 -menetelmällä monistettujen aiemmin analysoitujen  rikospaikkanäyte-eristeiden 
tulokset ja niiden vertailu Yfiler-menetelmän tuloksiin 
Näytenumero 
Leimaantuneet 
alueet (Y23) 
Leimaantuneet 
alueet (Yfiler) 
1 19 6 
2 1 0 
3 2 0 
4 7 0 
5 2 0 
6 12 0 
7 0 0 
8 3 0 
9 8 0 
10 2 8 
 
 
Kuva 21 Y23 -menetelmällä monistetut rkospaikkanäytteet graafisesti esitettyinä 
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Tuloksia tarkastelemalla voidaan todeta menetelmän monistavan näytteitä, jotka 
sisältävät pienen pitoisuuden miehen DNA:ta. Näyte 1 osoittautui parhaiten 
monistuneeksi, siitä saatiin määritettyä 19 aluetta mahdollisesta 23:sta. Tulosta tämän 
näytteen osalta voidaan pitää erityisen hyvänä vanhaan menetelmään verrattuna. 
Näytteen 7 tuloksista oli tulkittavissa kahden miehen sekoitusta, joka ilmeni useamman 
kuin yhden piikin havaitsemisella tietyllä tunnistettavalla alueella. Kyseisten näytteiden 
kohdalla voi olla, että ne sisältävät hyvin suuren pitoisuuden naisen DNA:ta, joka voi 
mahdollisesti inhiboida reaktiota Yfiler-menetelmällä monistaessa. Loppujen lopuksi 
uudella menetelmällä analysoiduista rikospaikkanäytteistä voidaan todeta menetelmän 
toimivan paremmin kuin vanha Yfiler-menetelmä.  
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5 Päätelmät 
Työn tavoitteena oli suorittaa uudelle Y23 Y-STR-PCR -menetelmälle vaadittavat 
käyttöönottomittaukset ja vertailla sitä käytössä olevaan Y-STR -menetelmään. Lisäksi 
opinnäytetyö sisälsi uudelle menetelmälle selvitettävät määritysrajat käyttäen 
Investigator Quantiplex HYres -menetelmää. Edellä mainittu menetelmä olisi 
mahdollisimman nopeasti saatava käyttöön, koska nykyisen menetelmän laitteistolle ei 
ole tarjolla teknistä tukea. 
Kvantitointi-menetelmän käyttö osoittaui helpoksi ja selkeäksi, koska pipetoinnissa 
apuna käytettiin Qiagenin valmistamaa Qiagility-pipetointirobottia. Myös qPCR- 
laitteiston käyttö oli helppoa ja selkeää. Ainoana haittapuolena voidaan mainita tulosten 
tulkinnassa ilmennyt miespuolisen DNA:n detektoivan puolen ns. outo käyttäytyminen, 
mikä sai aikaan tulosten vääristymistä. Ongelma saatiin kuitenkin korjattua 
konsultoimalla laitteen valmistajaa, ja tuloksista saatiin hyviä. Uuden Y-STR-PCR-
menetelmän käyttö oli myös helppoa kitin selkeiden ohjeiden takia. Pipetoinnit 
suoritettiin käsin, mitä voidaan pitää mahdollisena virhelähteenä, mutta 
tulevaisuudessa olisi tarkoitus saada myös Y-PCR -pipetointi suoritettavaksi Qiagility- 
pipetointirobotilla. Näin saadaan minimoitua tai poistettua pipetointivirheet. Havaintona 
voidaan todeta vaikeus pipetoida pieniä tilavuuksia tasaisesti johtuen reaktiomixin ja 
primermixin viskositeetista. Tästä johtuen liuosta jouduttiin valmistamaan vähintään 
kolme ylimääräistä reaktiota. Ongelma pieneni huomattavasti FTA-sarjojen 
pipetoinnissa, jossa veden osa liuoksesta on suurempi verrattuna nesteperäisiin 
näytteisiin (erityisesti sekoitusnäytteitä pipetoitaessa sekoitusnäytteiden reaktioita, 
joiden reaktioliuoksen pipetoitava tilavuus 4,3 µl).  
Investigator Hyres-menetelmän tuloksista on havaittavissa naisen DNA:n vaikutus 
miehen DNA:n monistumiseen Lisäksi tuloksista oli nähtävissä menetelmän kyky 
havaita noin 50 % näytteen mies-DNA:sta.  Y23-menetelmällä analysoiduista näytteistä 
saaduista tuloksista on nähtävissä sen olevan herkempi kuin käytössä oleva Yfiler. Ero 
oli havaittavissa 2800M-kontrolli-DNA:sta valmistetuissa laimennossarjoissa, joissa 
heikoin näyte antoi suuremman tunnisteen. Sekoitusnäytteissä Y23 onnistui 
monistamaan heikosta mies-konsentraatiosta huolimatta. Kahden miehen DNA:ta 
sisältävistä näytteistä pystyttiin erottelemaan 2 eri tunnistetta. Totta kai tulosten tulkinta 
näiden näytteiden osalta helpottui tunnettujen DNA-profiilien ansiosta, mutta 
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vastaavissa rikospaikkanäytteissä täytyy luonnollisesti olla epäillyiltä vertailtava 
tunniste. Rikospaikkanäytteiden eristeistä suoritetuista reaktioista ei yhdestäkään saatu 
määritettyä täyttä tunnistetta, mutta tulokset osoittivat Y23:n olevan herkempi.  
Opinnäytetyön tavoitteisiin päästiin, mutta jotta menetelmät saataisiin rutiinikäyttöön, 
täytyy niillä suorittaa rinnakkain käytössä olevien menetelmien kanssa. Y23-
menetelmällä täytyy lisäksi suorittaa populaatiotutkimus, jonka avulla voidaan kartoittaa 
maanlaajuiset Y-DNA-genotyypit. Mittaukset suoritetaan vielä vuoden 2013 loppu- 
puolella, jotta menetelmä olisi otettavissa käyttöön ensi vuoden alussa. 
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Naisen verestä eristetyn DNA:n pitoisuudet 
 
V(veri) µl pitoisuus (ng/µl) 
  
laimennussuhde 
Pitoisuus 
(ng/µl) 
50 12,7918 
  
1 (1:50) 0,2910 
50 6,9618 
  
2 (1:50) 0,3482 
50 9,5800 
  
3 (1:50) 0,3109 
50 7,4231 
  
4 (1:50) 0,3385 
50 6,6083 
  
5 (1:50) 0,9750 
50 9,5450 
    50 10,6213 
    50 5,6681 
    60 7,7024 
    60 6,6779 
    60 8,5016 
    60 8,2429 
    60 6,1346 
    60 7,5962 
    60 9,0106 
    60 14,6504 
    80 8,0699 
    80 4,7671 
    80 5,0485 
    80 5,9588 
    80 4,6842 
    80 8,0131 
    80 3,2244 
    80 13,9720 
    100 3,4525 
    100 5,9231 
    100 5,2206 
    100 3,2117 
    100 4,0900 
    100 5,6370 
    100 5,6979 
    100 7,6401 
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TE-4 puskuriliuoksen koostumus ja valmistus 
 
TE-4 buffer (10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA [pH 8,0]) 
1,21 g Tris base 
0,037 g EDTA (Na2EDTA · 2 H2O) 
 
Liuota Tris base ja EDTA 900 ml:aan deionisoitua vettä. Säädä pH 8,0 HCl-liuoksella. 
Täytä 1 l:n  lopputilavuuteen deionisoidulla vedellä. Jaa pienempiin eriin ja autoklavoi.  
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Mies/mies-näytteiden eroavat alueet 
 
Lokus 2800M 007 
DYS576 18 19 
DYS389I 14 13 
DYS448 19 19 
DYS389II 31 29 
DYS19 14 15 
DYS391 10 11 
DYS481 22 22 
DYS549 13 13 
DYS533 12 13 
DYS438 9 12 
DYS437 14 15 
DYS570 17 17 
DYS635 21 24 
DYS390 24 24 
DYS439 12 12 
DYS392 13 13 
DYS643 10 11 
DYS393 13 13 
DYS458 17 17 
DYS385a/b 13,16 11,14 
DYS456 17 15 
Y-GATA-H4 11 13 
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2800M kontrolli-DNA:n Y-DNA tunniste Y23-menetelmällä monistamalla ja 
analysoituna GeneMapper® ID-X-ohjelmalla 
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007-kontrolli-DNA:n Y-DNA tunniste Y23-menetelmällä monistamalla ja analysoituna 
GeneMapper® ID-X-ohjelmalla 
 
 
 
